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Introduction



La diversité biologique est « la variabilité des organismes vivants de toute origine
y compris, entre autres, les écosystémes terrestres, marins et autres écosystemes
aquatiques et les complexes écologiques dont ils font partie ; cela comprend la
diversité au sein des espéces et entre, les especes et leurs écosystemes». La
conservation de la biodiversité passe obligatoirement par une parfaite connaissance

de la distribution de la faune et de la flore (L.obo et al., 1997).

Les animaux désignés sous le nom d'Arthropodes constituent au sein des
invertébrés, un embranchement intermédiaire entre les Vers et les Mollusques,
et comprennent plusieurs classes. Ils constituent d'une part des probléemes de
santé publique a l’échelle mondiale en étant des vecteurs de plusieurs agent
infectieux et d’autres part une abondante source de nourriture pour de
nombreuses espeéces prédateurs, ce qui fait des Arthropodes un sujet d’étude

important pour les entomologistes (Trari, 1991).

Appartenant a 'embranchement des Arthropodes, La classe des insectes constituent
plus de 50% de la diversité de la planéte (Wilson, 1988) et prés de 60% de celle du
régne animal (Pavan, 1986) prennent de plus en plus d’importance dans la recherche,
les insectes jouent des roles épidémiologiques variés, ce qui fait d’eux un probléeme

majeur de santé publique (Berge, 1975 ; Jolivet, 1980).

Les Culicidae, communément connus sous le nom de moustiques, comptent
aujourd'hui plus de 3200 espéces et une quarantaine de genres répartis presque
partout dans le monde (Zerroug et al., 2017).0n en trouve sur tous les territoires
émergés avec une concentration toute particuliere dans les régions tropicales et
subtropicales.Cette  famille contient les genres Culex, Aedes et

Anopheles(Larhbali et al.,2010).

L’espece Culex pipiens L est le seul membre du complexe Culex pipiens présent
en Afrique du Nord. La capacité de Culex pipiens a s’adapter a tous les biotopes
(Hassaine, 2002 ; Faraj et al.,2006) lui permet d’étre vecteur de plusieurs agents
pathogénes responsables de maladies infectieuses parfois mortelles (Aouinty et

al.,2006 ; Kosone et al.,2008 ; Guyatt et al., 1999) .Il sont des vecteurs potentiels
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de maladies aussi bien pour l'homme que pour les animaux (Ghrabe et

Bouattour, 1992).

Dans le monde, les especes de moustiques notamment du genre Culex sont
responsables de la transmission de maladies parasitaires telles la filariose, la

fievre jaune et le virus West Nile (El-Akhal et al,2015).

En Algérie, les plus anciens travaux réalisés sur les Culicidae d’Algérie
remontent au siécle dernier, les recherches effectuées ensuite par (Clastrier,
1941) constituent avec les travaux de ( Senevet et Andarelli (1954, 1956) une

étape importante dans la connaissance de la faune Culicidienne Algérienne.

La faune Culicidienne d'Algérie a fait 1'objet d'un grand nombre de travaux qui
s'intéressent plus particulierement a la systématique, la biochimie, la
morphométrie, la lutte chimique et biologique a l'égard des moustiques
(Bouabida et al, 2012).

Le controle des moustiques d’intérét médicale et vétérinaire, et la maitrise de
leurs impacts sur la santé publique, nécessite une bonne connaissance de
Iécologie et du comportement de ces insectes, mais au préalable , il est
indispensable d’effectuer un inventaire basé sur I'identification précise des

espéces présentes dans une zone bien déterminé (Schaffner et al., 2001).

Dans les campagnes de lutte anti-moustique, les insecticides utilisés ont été
d’abords les organophosphorés, pyréthrinoides et carbamates de synthese. Ces
préparations, bien qu’ elles se soient révélées tres efficaces sur les moustiques,

elles ont engenders plusieurs inconvénients majeurs.

En effet, en plus de leur cout élevé, elles peuvent étre a 1’ origine de divers
problémes environnementaux. Pour Barbouche et coll. (2001), I’ accumulation
significative de matieres actives dans les concentrés traités, aquatiques et

terrestres, causent un grand probleme de pollution.

Par ailleurs, les substances actives des produits utilisés présentent un large

spectre d'action et n’ épargnent pas les organismes non cibles. A tous ces
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inconvénients s’ ajoute aussi un grand probleme de développement de résistance
aux insecticides chimiques, chez les insectes traités (Georghiou et al., 1975;
Sinegre et al.,1977). Cette résistance se manifeste méme pour l'organochloré
DDT, pourtant réputé pour son effet choc et son extréme rémanence (Balkew et

al., 2006).

Face a ces problemes, i1l était urgent denvisager I'utilisation de moyens
alternatifs pour la lutte antivectorielle, en effet suite a ces conséquences néfastes,
la recherche a élaboré d’autres méthodes alternatives aux insecticides chimique
(kim et al., 2000), ce qui a conduit a I'utilisation de nouvelles molécules prenant
en considération les parameétres biologiques, physiologiques et biochimiques des
organismes vivants. Ces molécules sont sélectives, sans risques éco toxicologiques
et surtout biodégradables (Rageau et al.,, 1980), et non toxiques pour les

organismes non visés (Kostyukovsky et al., 2000).

La lutte biologique est une alternative et un élément de la stratégie de lutte
intégrée définie mais difficilement mise en application. Le choix de la lutte
biologique permet le plus souvent d’obtenir les meilleurs résultats pour un
moindre colt de point de vue économique et sans risque sur 'environnement de

point de vue écologique (Aouati , 2006).

Cette lutte se fait par l'utilisation de substances naturelles actives, non
polluante, moins nocive et plus raisonnée. La lutte biologique prend diverses
formes, par l'utilisation rationnelle de leurs ennemis naturels (Gaidi et goucem ,
2017) des bactéries : Bacillus thuringiensis var. israelensis et Bacillus
sphaericus, du poisson larvivore Gambusia affinis (Bendali et al., 2001), et

spécialement les substances naturelles des extraits de plantes.

Les substances naturelles comme les molécules bioactives issues des végétaux
suscitent actuellement un intérét tout particulier pour leurs multiples activités
biologiques (antibactérienne, antioxydant et insecticides) tant appréciées dans le
domaine de la santé humaine et de I'industrie alimentaire, pharmaceutique ou

cosmétique.
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D’aprés Rageau et Delaveau (1980) les extraits de plantes agissent de deux facons

possibles ; une action larvicide pouvant causer une mortalité appréciable des
larves en 1 a 12 jours, ou une action juvenoide mimétique de '’hormone juvénile,

avec allongement de la durée de la vie larvaire pouvant inhiber la nymphose.

Une étude réalisée par Mustafa et Al Khazraji (2008) révéle I'effet de trois
extraits de plantes, Azadirachta excelsa, Cleome glaucescens et Quercus
Infectoria avec une mortalité maximale apres 3 jours de traitement sur les
premiers stades larvaires des moustiques. Une autre expérience faite par Koua et
al (1998), sur des larves d’Anopheles gambiae soumises a4 un extrait aqueux de
persea americana présentent d’importantes lésions au niveau de leur intestin
moyen. L’action de cette plante sur les cellules gastriques se traduit par une
hypertrophie cellulaire apres une heure d’exposition ; aprés deux heures de
traitement, les formes cellulaires ne sont presque plus perceptibles (Koua et al,
1998). d’autres plantes ayant un effet insecticide, comme le ricin (Ricinus
communis) L. et Thuya (Tetrachinis articulata) ont été utilisés comme biocide

naturel dans le cadre de lutte anti-vectorielle (Aouinty et a/,2006 ).

Les expérimentations de Kaushik et Saini (2008) ont montré une activité larvicide
des feuilles de Millingtonia hortensis qui agissent rapidement sur les larves des
moustiques. Des changements sont observés dans le comportement général des
larves ; ces derniéres deviennent inactives juste apres quelques heures de

traitement. Cette plante est dés lors, un insecticide biologique naturel prometteur.

La toxicité de deux plantes Lantana camara et Catharantus roseus sur les larves
de moustiques a été étudiée par Remia et Logaswamy (2009). Les résultats sont
des changements de comportement des larves comme l'incapacité de ces dernieres

a remonter en surface suivi par un déséquilibre conduisant a la mort des larves.

En Algérie, Alouani et al . (2009) ont réalisés des tests sur des larves et des
nymphes de Culex pipiens avec des extraits de Azadirachta indica Juss 1980
extrait du margousier (Neem) dans les conditions de laboratoire. Les auteurs
rapportent une diminution remarquable de la fécondité des adultes, associée a

une augmentation de la stérilité et une prolongation de la période larvaire.
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Ces insecticides biologiques sont caractérisés par une innocuité écologique, par
Pabondance de leurs matiéres premieres dans certains pays et donc leur faible
cout de fabrication, présentant ainsi un grand intérét dans la protection de masse
(Combemale, 2001).

Les bioinsecticides sont extraits de différentes manieres, en effet les premiers
extraits étaient obtenus par des méthodes tres simples tels que l'infusion, la
décoction, la macération de plantes. Aujourd’hui, cette activité fait appel a
l'utilation d’automates précis et de matériaux adaptés. Elle bénéficie des
avancées en génie des procédés, en phytochimie et en analytique, ainsi que de

nouvelles technologies d’assistance a 'extraction.

C’est dans cette perspective que s’inscrit ce travail relatif a la détermination de la
toxicité de quatre extraits, en effet quatre méthodes d’extractions ont été choisis,
puis soigneusement décrites, ensuite comparés entre elles, en terme d’effet
larvicide et de mortalité. En ce qui concerne l'extrait végétal utilisé, notre choix
s’est porté sur « Rosmarinus officinalis » communémént appellé Romarin, pour
toutes ces vertus médecinales décrite dans la bibliographie, ainsi que son role
antiparasitaire, antifongique et anti vectorielle prouvé et publié dans de

nombreuses études.

Les quatre méthodes d’extractions décrites dans cette étude ont aboutie a
Ielaboration d'un extrait aqueux, d'une huile essentielle, dun extrait
méthanolique et d’'un extrait hydro éthanolique..... d'une méme espece de plante

précedemment suscités « Rosmarinus officinalis » et ceci dans le but d’evaluer
leffet toxicologiques des 04 extraits obtenus, sur les larves de l'espece Culex

pipiens L et de comparer leurs efficacité en terme de mortalité.

Notre choix s’est donc porté sur l'extrait d’huile essentielle du romarin étudié
dans le mémoire de Mue.Bezzaoui ouarda; intitulé : Comparaison de l'efficacité des
extraits aqueux et des huiles essentielles de Rosmarinus officinalis (le Romarin)
et de Salvia officinalis (la Sauge) avec un insecticide chimique la cyperméthrine

sur les larves de culex pipiens en conditions controlées.
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Pour l'extrait aqueux nous avons choisi le mémoire de Mie Meryem alaoui
boukhris; intitulé: Activités larvicides des extraits de plantes sur les larves de

moustiques vecteurs de maladies parasitaires.

Pour l'extrait hydroéthanolique nous avons choisi le mémoire de Mansouri fatima
zohra et Messabhia hadjer ; intitulé: Etude de l'effet larvicide de l'extrait

hydroalcoolique de Rosmarinus officinalis a 1'égard deCulex pipiens.

Et finalement pour 'extrait méthanolique nous avons choisi le mémoire de Mme
Guermit Asma et Melle Rhaim fatima zohra; intitulé: Contribution a I'étude de la
toxicité de deux plantes médicinales (Rosmarinus officinalis et Artemisia herba

alba) sur les larves de culicidés dans la région de Oued souf .

Cette étude comporte quatre chapitres d égales importances, le premier chapitre
est une introduction dans laquelle nous donnons un apercu général sur les
Culicidés, leurs nuisances, leurs roles vectoriels ; les méthodes de lutte utilisées,

les méthodes d’extractions et des généralités sur le romarin.

Le deuxieme chapitre est réservé au matériel et méthodes utilisés et traite de
I'élevage de Culex pipiens, de la préparation des extraits aqueux, des huile
essentielle, des extraits hydroéthanolique et méthanolique de la plante utilisée et

des tests de toxicité.

Le troisieme chapitre est consacré aux résultats obtenus de ces expérimentations,
dans les 4 mémoires suscités, les resultats de ces dernier sont soumis a des

analyses statistiques pour essayer de répondre aux objectifs fixés.

Dans le dernier chapitre, une discussion est rédigée traitant de la comparaison
des taux de mortalité de chaque extrait de romarin. Le travail se termine par une

conclusion et des perspectives.
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Chapitre 1

Synthese
bibliographique



I Généralité sur les culicidae :

Les moustiques sont des insectes qui appartiennent a la famille des Culicidae,
Les Culicidae sont des insectes piqueur-suceurs de sang classée dans l'ordre des
Dipteéres et du sous-ordre des Nématoceres. La famille des Culicidés se divise en
trois sous-familles, les Toxorhynchitinae, les Anophelinae et les Culicinae;

(Matile, 1993; Brunhes et al. 1999).

Les moustiques sont des diptéres primitifs de petite taille (3-10 mm), Ils sont
caractérisés par leurs antennes longues et fines, la présence d'écailles sur les
nervures de leurs deux ailes et leurs pieces buccales de type piqueur-suceur.
Seules les femelles se nourrissent de sang et occasionnent donc des piqures. Les

males, quant a eux, sont inoffensifs et se nourrissent de sucs végétaux.

Culex appartiennent a la sous-famille des Culicinae., Le genre Culex est aussi
divisé en plusieurs sous-genre dont le sous-genre Culex auquel appartient Culex

poicilipes décrit pour la premiére fois par Theobald en 1903.
La classification de I'espéce culex pipiens:
Régne @ Animalia

Embranchement : Arthropoda

Sous-embr. Hexapoda
Classe : Insecta
Ordre : Diptera

Sous-ordre : Nematocera

Famille : Culicidae
Genre : Culex
Espece - Culex pipiens
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I_1_Anatomie de culex pipiens:
Les Culicidae, auxquels appartient le complexe Culex pipiens, sont des insectes
a métamorphose compléte (Holométaboles) de sorte que les trois stades de
développement (larve, nymphe et adulte) ont des morphologies différentes, donc

la morphologie de chaque stade est suivant :

I 11 leuf:
Quelques jours apres la fécondation, suivant les especes, les ceufs sont pondus
par la femelle dans différents milieux. La ponte est perpendiculairement a la

surface de I'eau, en nacelle (amas groupés) (Benkalfate, 1991).

Les ceufs flottent a la surface de I'eau soit du fait des phénomeénes de tension

superficielle, grace a la présence de flotteurs apicaux (Culex).

La taille d'un ceuf est d'environ 0,5 mm, blanchatres au moment de la ponte, les

ceufs s'assombrissent dans les heures qui suivent (Roth, 1980 ; Resseguier, 2011).

FigureO1 : Aspect des ceufs de Culex pipiens.

I 1 2 lalarve-
Les larves de Culicidae se différencient des autres insectes aquatiques par
l'absence de pattes, de taille (de Imm R 1,5 cm); Elle est disposée obliquement par

rapport a la surface de 'eau et se déplace par mouvements saccadés (Balenghien,
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2006). ; Elle respire par un siphon. La larve évolue ainsi selon quatre stades

pendant 8 a 12 jours, avant d’atteindre le stade nymphal.

Ces larves sont clairement constituées de trois parties ; la téte pourvue d'une
paire d'antennes, des pieces buccales du type broyeurs, un thorax plus large que

la téte et I'abdomen (Dahl, 2000).

figure02. La larve de culex pipiens (Aouati, 2016).

La téte est pourvue d'une paire des mandibules a pointes aigués continuellement

en activité et d’organes sensoriels : antennes, soies, palpes.

Figure03: La téte de la larve de culex pipiens .

Le thorax de forme trapue, est dépourvu d’appendices, il est formé de 3 segments

(Robert, 1989) qui constitue : le prothorax, le mésothorax et le métathorax.

L’abdomen Il est composé de neuf segments apparents. Les sept premiers sont a

peu prés semblables et peuvent porter des sois ou des sclérites ayant souvent une
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importance taxonomique. Le huitiéme segment porter des organes respiratoires
Donc, les larves respirent 'air atmosphérique et utilisent également l'oxygene

dissous dans l'eau grace aux branchies qui termine ’'abdomen.

I_1_3_ La nymphe:

Son corps est formé d'un céphalothorax globuleux et d'un abdomen recourbé lui
donnant la forme d'une virgule ou d’'un point d'interrogation, est formée de huit
segments dont le huitieme est pourvu de deux palettes natatoires alors que le
neuviéme est atrophié (Rodhain&perez, 1985). Sur le sommet de la portion
céphalothoracique se projettent deux trompettes respiratoires de formes tres
variables — souvent longues et cylindriques - équivalents physiologiques du

siphon respiratoire de la larve.

Les organes comme les trompettes respiratoires, les antennes, les pieces
buccales, les pattes, les ailes et des rudiments alaires méta thoraciques se
forment tres tot chez la larve ; dés le premier stade larvaire, on remarque les
yeux nymphaux en avant des yeux larvaires ; ces yeux se développent surtout au

quatriéme stade, quand ils se pigmentent (Snodgrass, 1959).

figure04 : La nymphe de culex pipiens.
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I1 4 T’adulte:
Présente une taille de 05 a 20 mm un corps composé de trois parties distinctes :

téte, thorax, et abdomen. (Ben Malek, 2010).
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Figure05 : Morphologie gén éral du culex pipiens adulte (Andreo, 2003).
La téte :

La téte des insectes est une capsule formée de plusieurs pieces unies par des
lignes de suture. Elle comporte divers organes comme les yeux, les antennes, et

des piéces buccales (la trompe).
Le thorax :

Assez globuleux, forme une structure rigide faite de la fusion de trois
métameres. Métamere antérieur ou prothorax est trés réduit, il porte la premieére
paire de pattes. Le segment moyen ou mésothorax contient les volumineux
muscles du vol, et occupe a lui seul plus de la moitié du thorax. Il porte la paire
médiane des pattes et les ailes, le segment postérieur ou métathorax est
également réduit, i1l porte la troisieme paire de pattes et les baranciers ou

harteres qui sont les homologues de la deuxieme paire d’ailes.
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L’abdomen :

Dans les deux sexes, I'abdomen comporte dix (10) segments .Il1 est mince et
allongé, dont les neuviéme et dixiéme formant les génitalia (ou hypopygium)
assurant les fonctions sexuelles ; Chacun d'eux présente une partie dorsale

(tergite) et une partie ventrale (sternite).

Les tergites et les sternites abdominaux sont ornés d’écailles constituant des

caracteres spécifiques, surtout chez la femelle.
I_2_bio-écologie de culex pipiens:

C’est le cas de Culex pipiens Linné, 1758, trés répandue dans le monde. Il est

présent en zones tropicales et tempérées (Weill et al. 2003).

Selon Rioux et Arnold (1955) et (Sinégre et al.,1976), les larves de Culex pipiens
se retrouvent dans les gites les plus divers des milieux urbain et périurbain, plus
particulierement ceux riches en matieres organiques. Culex pipiens L. est une
espece qui se reproduit dans des habitats naturels et artificiels de différentes
tailles (Savage & Miller, 1995),son développement dans certaines régions est

continu pendant toute 'année.

Un écosysteme est un systeme biologique formé par deux éléments

indispensables et indissociables, la biocénose et le biotope (Dajoz, 1996).
I_3_cycle de développement de culex pipiens:

Les moustiques passent dans leur cycle de vie, qui dure environ douze a vingt
jours (Carnevale et al, 2009), par plusieurs stades de développement, en deux
phases (Yeed et al, 2004). Les ceufs, les larves et les nymphes sont aquatiques

alors que, le stade adulte a une vie aérienne.

L’accouplement se produit dans les 48 heures suivant 'émergence des femelles et
avant le premier repas sanguin. Aprés l'accouplement, la femelle part a la
recherche d'un hote pour se nourrir de sang nécessaire a la maturation des
ovules. La ponte a lieu environ 5 jours apres le dernier repas. Culex pipiens
pIpiens est de plus une espéce autogeéne, c’est-a-dire que la femelle est capable de

pondre des ceufs sans repas sanguin préalable (Benkalfate, 1991).
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Les ceufs sont pondus dans 'eau, claire en général, mais on en trouve également
dans les eaux polluées, avec des matieres organiques qui permettront aux larves

de se nourrir.

Les femelles du genre Culex pondent plus d’'une centaine d’ceufs a la surface de
leau sous forme de barquettes ou nacelle, Le nombre des ceufs pondus peut
atteindre le 300 selon les espéces (Urquhart, 1996) qui éclosent en 24 a 48 heures
(Ripert, 2007).

L’éclosion des ceufs donne naissance a des larves, qui passent par quatre stades
distincts séparés par trois mues successives. La durée de cette phase larvaire
varie selon les espéces de Culicidae, la température du milieu, la densité larvaire
ainsi que la disponibilité en nourriture. Sa taille variera de 2 a 12 mm en

moyenne en fonction des stades.

les larves ont un mode de vie exclusivement aquatique, d'une durée de 5 a 6

jours, elles subiront 4 mues avant de transformer en nymphe .

La nymphe ne se nourrit plus et de profondes modifications anatomiques
s'operent, apres 2 a 3 jours, 'adulte est completement formé dans son enveloppe
nymphale, le tégument se desséché au contact de 'air et il se forme une déchirure

en T sur sa face dorsale sous l'effet de 'augmentation de la pression interne.

L’adulte dégage successivement son thorax, sa téte, ses pattes et son abdomen par

une ouverture longitudinale sur le dos de la nymphe a la fin du stade nymphale.

Ce phénoméne de I'émergence dure environ 15mn (Rodhain et Perez, 1985)
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Figure06 : Cycle de développement de Culex pipiens (Poupardin, 2011).

I_4_ Aspect nuisance et role vectoriel de culex pipiens:
Les moustiques sont des vecteurs d’agents pathogénes qui sont le plus souvent ;

source de maladies graves (Aouinty et al, 2006; Kosone et al, 2008).

Parmi ces moustiques, certains sont source de nuisance pour l'’homme, car
difficilement supportable. C’est le cas de Culex pipiens (Linné, 1758), trés répandue
dans le monde. Sa capacité a s’adapter a tous les biotopes (Hassaine 2002

; Faraj et al. 2006) lui permet d’étre vecteur de plusieurs maladies infectieuses

parfois mortelles (Guyatt et al. 1999).

L’espece Culex pipiens pipiens est le seul membre du complexe Culex pipiens
présent en Afrique du nord ; les maladies qu’il transmet sont la fievre du Nil
occidental, causée par le virus VNO (Virus du Nile Occidental), dont Culex
pipiens et Culex restuans sont vectrices et qui interviennent dans I'amplification

du cycle de transmission du virus aux oiseaux (Trari et al., 2003).
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I_5_Moyen de lutte contre les culicidae :

La lutte anti vectorielle s'appuie sur un nombre important de méthodes
qui varient selon les especes visées, les contextes épidémiologiques. Les
stratégies doivent tenir compte du systeme vectoriel, de la durabilité des
actions et des colits (Fontenille., 2008). La Lutte permet de développer des
moyens qui visent soit a empécher simplement la piqure des moustiques et a
éviter ainsi la transmission des maladies, soit a détruire carrément l'insecte en
visant a la fois le stade adulte et les stades larvaires (Belhattab.A et Tektaki.A
2016.2017.in Samanidon et a/, 1993).

I 5 1 La lutte chimique
La lutte chimique comprend Il'utilisation d’insecticides pour diminuer
I'abondance des vecteurs en ciblant un ou plusieurs stades de développement

(larves, adultes).

Pour certaines especes, il est préférable dutiliser un produit larvicide, tandis que
pour d’autres especes, la lutte chimique sera plus efficace contre les adultes.
Particulierement efficaces, les insecticides sont néanmoins de plus en plus
souvent utilisés en association ou en alternance avec d’autres moyens de
prophylaxie afin de limiter les impacts négatifs sur I’environnement, mais aussi

le développement de résistances chez les moustiques (Anses, 2013).

Les composés utilisés au début contre les organismes nuisibles étaient des
. . LN ’ ’ . . . \ b :

pesticides de premiére génération relativement simple a base d’arsenic, de soufre,

de chaux, de dérivés du pétrole, de substance a base de fluor ou extraite de plante

comme la nicotine. Ces pesticides se caractérisent par leur toxicité relativement

élevée pour les organismes non visés et surtout leur rémanence ou encore leur

lente décomposition dans 'environnement (philogene ,1991).

Par la suite, les composés synthétiques de la deuxieme génération ont évolué vers
des insecticides regroupant différentes molécules appartenant a plusieurs familles
chimiques (organophosphorés, carbamates, pyréthrinoides, bio-insecticides, etc.). Et
ayant des modes d’action variés. Le choix d’'utilisation des molécules dépendra, entre

autres ; de trois parametres clés relatifs aux vecteurs et aux produits :
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La résistance du vecteur considéré aux produits envisagés ou disponibles. Ces
résistances doivent donc étre Précisément évaluées avant le début de toute
campagne de lutte antivectorielle, mais aussi au cours de la campagne Pour
. V4 / . M / b
pouvoir effectuer les changements éventuels nécessaires. Des comités d’experts

de la lutte antivectorielle font le point de la situation.

Le comportement du vecteur : ces produits chimiques peuvent induire des
modifications de comportement des moustiques (phénoménes d’irritation ou
d’excito- ‘éPulsivité) entrainant des processus d’évitement de la Surface traitée et

limitant alors l'efficacité réelle du pro- duit.

L’influence du produit sur l'environnement (biodégradabilité), flore, faune et
bien str, son absence de toxicité pour 'homme dans le respect des conditions
d’emploi, ainsi que la nature de la surface traitée et la rémanence du produit qui

conditionnent le rythme des traitements.

I 5 2 La lutte physique *
La lutte physique ou la lutte mécanique, consiste a limiter la population de

moustique par des moyens plus ou moins techniques.

Elle consiste a modifier le biotope de l'insecte en supprimant tous les facteurs
favorables a son développement. Cette technique est la plus anciennement connue,

A Tassainissement du milieu urbain, une autre méthode de lutte physique
complémentaire pourrait étre adoptée ; c’est l'utilisation de billes de polystyrene

dans les gites clos (Thierry, 2011).

Les moyens d’'une lutte physique peuvent étre aussi trés simple comme la pose
des moustiquaires aux fenétres des habitations , I'emploi de produit répulsifs ou

de vétement adaptés.

La lutte physique contribue a rendre I'environnement hostile a la population de
vecteurs par l'élimination des gites larvaires (drainage ,colmatage des cavités
naturelles ,gestion des déchets ,des plans d’eau et des eaux usées ,etc) notamment en

zones urbaines (fécherolle, 2008 ; fontenille et al,2009; ANSES, 2011).
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I 5 3 La lutte génétique -

La lutte génétique s’appuie sur la connaissance du patrimoine génétique du
moustique afin d’en modifier une séquence. Ces manipulations ont pour but de
limiter les populations de Culicidae par 'introduction de moustiques stériles ou

porteurs de genes létaux pour les générations suivantes :

La lutte génétique, comprenant le lacher de males stériles (absence de
fécondation des femelles hématophages) et la manipulation génétique femelles
(insertion d'un fragment d’ADN) rendant le moustique inapte a transmettre une
maladie : capacité vectorielle réduite. Cette méthode est cependant tres couteuse
et souvent mal vécue par la population locale, ces lachés en masse étant source

d’'importantes nuisances (Goislard,2012).

I 5 4 La lutte biologique -

Le terme "lutte biologique" recouvre différents concepts selon les disciplines
impliquées dans la protection des cultures (Nordlund, 1996). Appelée aussi
controle biologique ou biocontrole, elle consiste en l'utilisation d’organismes
vivants (ennemis naturel) ou de leurs produits pour prévenir ou réduire les
dégats causés par les organismes considérés comme nuisibles tels que les
ravageurs des cultures, les vecteurs de maladies, les champignons
phytopathogénes, les mauvaises herbes, etc. On peut considerer aussi comme

agents de lutte biologique ; les prédateurs, les parasites ou agents pathogénes.

La faune prédatrice des larves de moustiques qui présente un réel intérét en
matiere de lutte biologique se compose principalement de poissons et d’insectes

prédateurs.

Les poissons larvivore tel que Gambusia spp (Walton,2007),originaire d’Amérique du
Nord est utilisé depuis le début du siecle dans la plupart des systemes écologiques
propices a son développement, il existe par le monde 300 autres espéces recensées de
poissons larvivores (Gerberich et Laird, 1968). Quant aux insectees prédateurs ; il y
a les larves prédatrices de moustiques du genre Toxorhynchites (Focks, 2007), les
larves de moucherons appartenant aux familles Corethrellidae et Chaoboridae (Mogi,

2007), Les hémiptéres prédateurs spécialement la famille
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des Notonectidae, des Coléopteres prédateur. On retrouve des espéces prédatrices
de moustiques au sain de la famille des Dytiscidae et Hydrophilidae, Odonates
prédateurs comme les espeses Sympetrum frequens, Pistia striates et
Crocothemis servilia sont prédatrices des larves dAnopheles sinensis, de
Mansonia spp. et dAedes aegypti (Mogi, 2007),et aussi d'invertébrés comme

l'espéce de copépodes (petits crustacés).

Tandis que, les organismes pathogénes ou parasites sont potentiellement plus
Iintéressants dans le contréle biologique des moustiques que les entomophages
(Chapman 1974; Lacey et Undeen 1986; Beckeret al. 2010; Abdul-Ghani et al.
2012) et qui comprend :

Les nématodes parasites et se sont des insectes appartiennent a la famille des
Mertnitlzidae, le systeme taxonomique actuel place l'ordre des Mermithida dans
la classe des Enoplea (De Ley et Blaxter, 2002), ou l'on rencontre la majorité des

nématodes parasites des insectes.

Les microsporidies sont des champignons, ou du moins des organismes qui en
sont tres proches, et la plupart sont des parasites.ils forment des spores qui

pourraient étre libérées en masse pour infecter les moustiques.

Les champignons la susceptibilité des larves de moustiques aux champignons
pathogénes appartenant aux genres tels que Lagenidium, Coelomomyces,
Culicinomyces, Beauveria, Metarhizium et autres a été largement

étudiée(Scholte et al., 2004 ; Luz et al., 2007).

Le premier virus pathogene des moustiques a été découvert en 1963; il s’agit d'un
densovirus putatif de Culex tarsalis qu’a été identifié en Californie (Kellen et al,
1963), il existe 5 grands groupes de virus entomopathogénes : iri-dovirus,

baculovirus, poxvirus, parvovirus et reovirus (Sokolova, 1983).

Les bactéries Pacillus thuringiensis var. israelensiset , Bacillus sphaericus sont
les bactéries les plus connues et les plus utilisées pour lutter contre les larves de

moustiques.
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On distingue généralement trois stratégies de lutte biologique :

1-La lutte classique : c’est la pratique d'importer et de libérer pour établissement
des ennemis naturels pour controler un ravageur (exotique) introduit, bien

qu'elle soit également pratiquée contre les insectes ravageurs indigenes.

2-La lutte biologique augmentative: consiste a augmenter la taille des
populations d’ennemis naturels, soit par des lachers massifs (lutte inondative) ou
par lachers en petite quantité, l'auxiliaire devant s’établir, se multiplier et

coloniser une zone donnée (lutte inoculative).

3. Lutte biologique par conservation: méthodes favorisant 'action des ennemis

naturels déja présents dans le systéme.

I 5_5 Les biopesticides -
Parmi les méthodes de lutte biologique, les biopesticides occupent une place de
choix car ils se prétent souvent a la production de masse requise pour I'industrie

et 1ls s’appliquent avec un pulvérisateur conventionnel.

Jusqu'ici, la définition d'un biopesticide présenter des différences chez les
scientifiques, Pour certains, ce vocable correspond uniquement a l'utilisation
d'organismes vivants (auxiliaires, prédateurs, parasitoides ou pathogénes).
D'autres estiment qu'il peut s'appliquer aux composés d'origine biologique
(phéromones, kairomones, éliciteurs...) qui jugulent des populations de ravageurs
ou de pathogénes. Ainsi, méme s’il n’existe aucune définition officielle, dans le
domaine de l'agriculture,les biopesticides pourraient étre définis de la maniere
suivante : « Organismes vivants ou produits issus de ces organismes ayant la

particularité de limiter ou de supprimer les ennemis des cultures »).

Les biocides sont une alternative aux produits chimiques de synthese utilisés pour
lutter contre les ravageurs dans les champs de cultures et d'autres environnements
de production. Ils sont également moins toxiques qu'ils ne le sont. Son colt est

relativement inférieur a celui des pesticides chimiques. En outre, I'utilisation de
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ces pesticides existe depuis 1'Antiquité, c’est-a-dire le 7e siécle av. J.-C., des
fermiers chinois utilisaient des plantes comme [llicium lanceolatum pour
protéger leurs cultures contre les insectes (Leng et al., 2011). De méme, au
Moyen-Age, des végétaux comme les aconits étaient utilisés contre les rongeurs et
des récits indiens.

On distingue généralement deux types de biopesticides : ceux qui sont a base
d'organismes vivants et ceux qui sont a base de substances biologiques
naturelles. La premiéere catégorie, comprend des biopesticides microbiens
identifiés avec des micro-organismes (virus, bactéries, champignons). Ils agissent
plus comme bio-agresseur et des biopesticides animaux représenté par les
Prédateurs, parasites ou molécules extraites d’animaux agissant contre les
ravageurs. Cest aussi les signaux et molécules qui peuvent étre émis par des
animaux (appelés « semio-chimiques ») pour créer la confusion et les repousser.
La deuxiéme catégorie concerne les substances naturelles et est principalement
destinée aux végétaux.

Cest un ensemble large de produits phytopharmaceutiques de natures différentes.
Cet ensemble varie entre des produits a base d’extraits de plantes non transformés

a des produits subissant de multiples transformations. Quelques exemples:
azadirachtine, pyréthrines, huiles végétales, ...

Les composés secondaires des plantes sont réputés depuis 'antiquité pour leurs
propriétés pharmacologiques et depuis quelques décades 'homme s’intéresse
également a leurs autres activités Dbiologiques. En particulier, ces composés
secondaires sont souvent considérés comme étant un moyen de défense de la plante

productrice contre divers organismes comme les pathogénes et les ravageurs.

I-6_Les différentes techniques d'extraction:

De nos jours, la tendance de l'utilisation des produits naturels issus des plantes
est en pleine croissance face au soucis des effets secondaires des composés
synthétiques qui peuvent étre nocifs a la santé humaine et a l'environnement.
L’application de ces derniers dans différents secteurs industriels (agroalimentaire,

insecticide, parfumerie, cosmétique) peut causer des effets mutageénes,
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cancérigenes 1' et toxiques sur la santé humaine et augmenter le taux de

pollution dans la nature.

Alors I'homme s'est tourné vers l'utilisation d'alternatives a ces médicaments
pour éviter ses effets néfastes sur sa santé, trouvés dans l'utilisation des plantes
et ses extraits présentent de nombreux bienfaits, c'est-a-dire un retour a la
nature et c'est pourquoi de nombreuses sociétés pharmaceutiques se sont lancées
dans une tentative de produire des types d'extraits basés sur un groupe d'herbes
médicinales étudiées une étude scientifique avec des doses thérapeutiques et

toxicologiques (Baraka et Al-Zakrawi, 2012).

L'utilisation des extraits de plantes comme insecticides est connue depuis
longtemps, en effet le pythre,la nicotine et la roténone sont deja connus comme
agents de lutte contre les insectes.D’aprés Jacobson (1989), plus de2000 espéces

végétales possedent une activité insecticide sont déja identifiées .

Les premiers extraits étaient obtenus par des méthodes trés simples tels que
I'infusion, la décoction<la macération....... Aujourd’hui, cette activité fait appel a

I'utilation d’automates précis et de matériaux adaptés. Elle bénéficie des avancées en
génie des procédés, en phytochimie et en analytique. De plus, de nouvelles

technologies d’assistance a I'extraction et parmi les méthodes d'extractions :
I-6-1_L’extraction par Macération :

Tres simple, cette préparation s'obtient en mettant les plantes en contact, a froid,
avec un liquide quelconque. Ce liquide peut étre du vin (vin de Gentiane), de 1'alcool
(alcoolature d'Ail, teinture de Boldo), de l'huile (huile de Serpolet). Le temps de
contact est parfois tres long. Les macérations a 1'eau, plus rarement employées, car
elles ont 1'inconvénient de fermenter facilement, ne doivent pas, de toute manieére,

excéder une dizaine d'heures (Gildemeister et Hoffmann, 1919).
I-6-2_L’extraction par décoction :

Cette préparation s'opéere en faisant bouillir les plantes, le plus souvent dans de

l'eau, parfois dans du vin (alcool). Elle convient surtout aux écorces, aux racines,
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tiges et fruits. On laisse bouillir pendant un temps plus ou moins long selon les
especes, en général de 10 a 30 minutes. Pour extraire le plus possible de
principes actifs, il faut avoir soin de couper les plantes en menus morceaux, puis

de passer la tisane en exprimant.

Par exemple, c'est par la décoction que sont traités les racines de Patience et de
Chicorée, les feuilles et les fruits d'Epine-vinette, I'écorce de Bouleau, la tige de

Douce-amere.
I-6-3_ L’extraction par infusion :

L'infusion consiste a maitre la plante dans I'eau bouillante, et de la laisser
infuser pendent quelque minutes, cette méthode est utiliser dans la préparation

de beaucoup de médicament traditionnel, et méme dans la préparation du thé.
I-6-4_L'extraction par soxhlet :

L’extraction par Soxhlet est une méthode bien établie et simple qui a été employé
pendant longtemps, et qui dépasse en performance les autres techniques
conventionnelles d'extraction, excepté dans le cas de l'extraction des composés
thermolabiles (Luque Castro and Garcia-Ayuso 1998), le soxhlet est un appareil

de chimie analytique qui porte le nom de son inventeur: Franz Von Soxhlet.

Il utilise une colonne de distillation génerant des vapeurs de solvant qui sont
condensées; ce solvant pur et chaud alimente la cartouche contenant le végétal.
Lorsque la cartouche est pleine, la solution obtenue (solvant et soluté) se vide
automatiquement par siphonage (lixiviation) puis retourne dans le bouilleur ot le
solvant est de nouveau porté a 1'ébullition. La lixiviation peut également étre
opérée par passage continu du solvant ou par vidanges manuelles successives.
L’extraction par soxhlet peut présenter quelques inconvénients : la taille de la
cartouche étant, limitée, il peut étre indispensable d’utiliser plusieurs cartouches,
ce qui fait pendre un temps précieux et I'inconvéniant de l'extraction a chaud qui

peut dégradée certaines substances chimiques.
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I-6-5_ La Distillation :

La distillation a la vapeur d’eau est une méthode ancienne et tres répandue pour
Pextraction des huiles essentielles a partir des plantes aromatiques. Elle est simple
dans son principe et utilise un équipement peu couteux. Elle se présente sous trois
(3) variantes : ’hydrodistillation ; 'entrainement a la vapeur et hydrodiffusio.

(Silou et al, 2004).
I-6-5-1_ L'hydrodistillation :

Méthode d'extraction controlée normée par I'AFNOR Huiles essentielles, ainsi
que contrdle qualité (1996, Maisonneuve), ot la matiére végétale souhaitée est
immergée extrayez-y l'huile essentielle dans l'eau, puis tous sont soumis a la
chaleur jusqu'a ébullition les températures élevées permettent l'explosion des
cellules végétales et la libération de molécules aromatiques, ces fragments de
particules aromatiques formant avec de la vapeur d'eau,mélange aqueux,
mélange azéotropique, peut étre distillé avec ou sans recyclage de l'eau, le

principe du recyclage est généralement appelé cohobage.

thermomaire
] u.|-|:rm=r|‘l’-=m.|
j . condenseur § réfrigérant

ballon
eau
produit & distiller

chauffe-ballon distilat [ condensat

{huile essentielle + can)

Schéma du montage de I'hydrodistillation

Figure 07: montage de I’hydrodistillation.

I-6-5-2_ I'’entrainement a la vapeur :

Pour éviter certains phénomenes d’hydrolyse sur des composants de l’huile
essentielle ou des réactions chimiques pouvant altérer les résultats,les

techniciens ont mis au point le procédé de 'entrainement a la vapeur séche.
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Ce dispositif est composé dune cuve dans laquelle on place les plantes a
distillées, ces dernieres sont dissociées de 'eau dans la méme cuve. La cuve est
chauffée et recouverte par un chapiteau qui est prolongé par un col de cygne,
celui-ci est raccordé a un serpentin de refroidissement. Pour cela, celui-ci est
plongé dans une cuve d’eau froide. Le serpentin débouche sur I'essencier, muni de
deux robinets. Celui du bas permet de recueillir ’hydrolat ou eau florale et celui

du haut 'huile essentielle.

Vapeur d'eau chargée Eau chaude
d'’hude essentielle

Huile essentislle
Plantes aromatiques

Vapeur d'eau
Eau froide
Eau
Eau florale
Eau florale +
Chaleur huile essentelie

{ { Essencier
L VaTaTala
\U 'u"‘\/ \)’ \j \\

Figure08. La méthode d'extraction par l'entrainement a la vapeur d'eau.

I-6-5-3_ L’hydrodiffusion :

D’aprés (Acquaronne et al, 1998) le terme hydrodiffusion est attribué au type
de transport controlé par la polarité des constituants. Consiste a pulser de la
vapeur d’eau a faible pression «0.02-0.15 bar» a travers la masse végétale, de
haut vers le bas. La composition des produits obtenus est qualitativement
différente de celle des produits obtenus par les méthodes précédentes. Ce procédé

permet un gain de temps et d’énergie (Brune).
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Figure 09: la méthode d'hydrodiffusion.

I-6-6_L'expression a froid :

Est une méthode d'extraction qui s'effectue sans chauffage utilisée uniquement
pour les agrumes, en raison de la localisation de leurs huiles essentielles, il suffit
de procéder a une forte pression hydraulique de la substance végétale. L'huile
essentielle contenue dans de petites glandes du zeste est alors séparée du jus de

son fruit par un systéme mécanique.

Figure 10: Extraction par I'expression a froid.

I-6-7_Extraction au moyen de solvants :
Certains organes de végétaux, en particulier les fleurs, sont trop fragiles et ne
supportent pas les traitements par entrainement a la vapeur deau ou

I'hydrodistillation. C’est le cas des fleurs de jasmin, d’ceillet, de tubéreuse...
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Il faut donc, pour ces végétaux, recourir a d’autres méthodes d’extraction des
composés odorants volatils telles que 'extraction par les solvants fixes (extraction
par les corps gras ou enfleurage) et volatils (extraction par ’hexane) (Garnero,

1996).

I-6-7-1_ Extraction par solvant :

L'extraction par solvant consiste a dissoudre la substance contenant I'huile
essentielle recherchée dans un solvant, puis a éliminer le solvant et récupérer
I'huile essentielle.On l'utilise sur des plantes telles que la rose, la violette, la fleur
d'oranger, le jasmin, la tubéreuse, les jonquilles, la cassie ou le réséda. Tout
d'abord, on met en contact le solvant et 1'espece végétale dans des cuves appelées
extracteurs.Grace a des lavages successifs, le solvant va se charger en molécules
aromatiques, avant d’étre envoyé au concentrateur pour y étre distillé a pression
atmosphérique. Le produit ainsi obtenu est appelé « concrete ». Cette concrete
pourra étre par la suite brassée avec de I'alcool absolu, filtrée et glacée pour en
extraire les cires végétales. Apres une derniere concentration, on obtient une «
absolue ». Les rendements sont généralement plus importants par rapport a la
distillation et cette technique évite 'action hydrolysante de I'’eau ou de la vapeur
d’eau.

Avant, les solvants les plus utilisés étaient le benzéne et dichlorométhane mais ils
ont été interdits car jugés comme cancérigenes.Désormais, c'est 1'hexane que 1'on

utilise le plus couramment car il est trés volatil (masse molaire pas trop élevée).

Pague métzllique percee
de rous

Cuve extracteur

Figure 11: la méthode d’extraction par solvant
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I-6-7-2_ L'enfleurage :

L’enfleurage est une ancienne méthode utilisée pour l'extraction des plantes

aromatiques destinées surtout a la parfumerie.

Il utilise plusieurs types de graisses végétales et animales et l'extrait dépend de
la mise en place de couches alternées de matiere lipidique pour collecter 1'huile
essentielle dans la matiere lipidique car les composés aromatiques ont la capacité
d'étre solubles dans les lipides et en utilisant de 1'alcool, on extrait de l'huile
volatile utilisée notamment dans le cas des plantes dont les huiles volatiles sont

présentes dans les fleurs.
I-6-8_Le CO2 supercritique :

L'extraction au CO2 supercritique est une méthode industrielle permettant
d’extraire des principes actifs en utilisant le CO2 a une température et une pression
qui lui permettent d’atteindre un état intermédiaire entre la phase liquide et la
phase gazeuse. : Le CO2 naturel (dioxyde de carbone, couramment appelé gaz
carbonique) mis dans un état particulier quon appelle “supercritique”. 11 s’agit dun
état intermédiaire entre celui de gaz et de liquide, obtenu a des basses températures
voisines de l'ambiante (la température critique est de 31°C) et a des pressions
élevées (la pression critique est de 74 bars) mais facilement atteignables avec les
technologies disponibles aujourd’hull'un des avantages du COZ2 supercritique, c'est
qu'en baissant simplement la pression, on récupéere le polymere fluoré directement
sous la forme d'une poudre extrémement pure, propre, et aux qualités supérieures a
un polymere obtenu par voie classique.le produit a traiter est placé dans un
extracteur traversé par le flux de CO2 supercritique. Le fluide se charge en composé
extrait, puis il est détendu, passe en phase gazeuse et se sépare du composé extrait.

Ce dernier est recueilli dans un séparateur.
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Figurel2: la méthode d’extraction par CO2 supercritique.

I-6-9_Extraction par microondes :

Cette méthodes permet de facilité la récupération des huiles essentielles ; ceci
grace au chauffage par micro-ondes qui fragilisent les structures enfermant les
huiles essentielles facilitant ainsi leur libération ;(Mompon, 1994 ; Brian
,1995) c'est a dire l'absorption par l'eau, présente a l'intérieur des tissus, de
I'énergie libérée par les micro-ondes provoquent la des cellules par une forte
montée de la température locale, ce qui facilite alors la dés chorption des composé
simiques de la matrice vers le solvant. De plus, la migration des ions dissouts
augmente la pénétration du solvant dans la matrice, facilitant également le
relargage des composés chimiques.L’extraction micro-ondes peut étre directe ou
assistée a la vapeur, a 'eau ou a un solvant, sous pression ou sous vide, sous

atmosphére p contrdlée (azote).
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Figure 13: méthode d’extraction par micro-onde.

I-6-10_L’extraction par ultrasons :

Les extractions par ultrasons de puissance et basses fréquences (20 kHz & 100
kHz) sont connues pour avoir des effets significatifs sur la cinétique de la
réaction, favorisant la réduction du temps d’extraction et de 'augmentation des
résultats.les ondes sonores génerent des vibrations mécaniques dans un solide,
un liquide ou un gaz. La différence des ondes électromagnétiques, les ondes
sonores peuvent propager dans une matiere et elles impliquent des cycles
d'expansion et de compression lors de la propagation dans le milieu. L'expansion
peut créer des bulles qui se forment, se développent et s'effondrent dans un
liquide. Prés d'une surface solide, 'effondrement de cavité est asymétrique et

produit un jet de liquide a grande vitesse.

Le Jet liquide a un fort impact sur la surface (Luque-Garcia et Luque de Castro,
2003). Puisque les glandes des huiles essentielles sont présentes a la surface des
plantes aromatiques, l'implosion des bulles de cavitation détruit les glandes qui
libérent I'he dans le milieu environnant (Veillet, Tomao, & Chemat, 2010). Elle
permet de pallier a certains problemes rencontrés par la distillation conventionnelle

telle que la dégradation thermique due aux températures élevées,

41



la grande consommation d’eau, les longues durées d’extraction et les résultats

faibles (Da Porto, Decorti, & Kikic, 2009).

Figure 14 : Extraction par ultrasons.
I1_Généralité sur la plante «Rosmarinus officinalis »
IT-1_ définition :

Le romarin est 'une des herbes les plus appréciées et cultivées a travers le

monde dans de nombreuses régions (Gineste, 2010).

Le romarin est un arbrisseau vivace qui appartient a la famille de lamiacées,
Scientifiquement, on le connait sous le nom de Rosmarinus, mais il est plus
communément appelé encensier, romarin des troubadours, herbe aux couronnes,
ou encore rose marine, rose des marins, rose de la mer. Il se caractérise par des
fleurs qui prennent différents tons, compris entre le bleu pale et le violet. Le

romarin est originaire du bassin méditerranéen.

Figure 15 : photographie représentant Rosmarinus officinalis
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I1-2_ Description botanique :

Cette plante appartient a la famille des Labiées. Elle se présente sous forme

d’arbuste, sous arbrisseau ou herbacée, mesurant environ de 0.8 4 2 m de hauteur.

Les feuilles sont étroitement lancéolées linéaires, faibles et coriaces, les fleurs
bleue pale, maculées intérieurement de violet sont disposées en courtes grappes

denses s'épanouissent presque tout au long de l'année (BENIKHLEF, 2014).

Le fruit est un tétrakéne lisse et globuleux, brun foncé, de 2,3 mm de long, La

floraison a lieu de mai a juillet (Eberhard et al, 2005).

Figurel6 : Photo des feuilles, et des fleurs du romarin.

II-4_ Pays d’origine :

Il est présent dans le sud de ’Europe, notamment les régions cotieres de la
mer Méditerranée : I’Espagne, le sud de la France, I'Italie, la Gréce, la Turquie, le
Maghreb (du Maroc a laTunisie), ainsi que les régions du Caucase (Eberhard et
al, 2005). Le romarin se développe sur les sols calcaires des collines de faible
altitude et des garrigues en particulier en France et en Afrique du nord (Rombi et

al, 2007) Originaire des régions méditerranéennes.

On le cultive dans le monde entier a partir de semis ou de boutures au printemps.
I1 apprécie les climats chauds, modérément secs, les branches récoltées pendant

I’été sont séchées a I'air et a 'ombre.
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I1-5_composition chimique :

L’analyse phytochimique des extraits d'acétate d'éthyle et de n, hexane de
Rosmarinus officinalis révele la présence de plusieurs constituant @ les
diterpenes, les flavonoides, les acides triterpéniques et l'acide rosmarinique

(Vassiliki et al, 2013).

L’huile essentielle du romarin (1 & 2 % dans la plante) contient : de I'a-pinéne (7 a
80 %), de la verbénone (1 & 37 %), du camphre (1 a 38 %), de leucalyptol (1 a
35%), dubornéol (4 & 19 %), de l'acétate de bornyle Gusqu'a 10 %) et du camphéne
(Rombi, 2007). En plus de 'huile essentielle on trouve dans le romarin : 2 & 4 %
de dérivés triterpéniques tels que : I'acide ursolique, 'acide oléanolique, I'acétate
de germanicol; des lactones diterpéniques : picrosalvine, dérivés de l'acide
carnosolique, rosmanol, rosmadial,des acides phénoliques , des acides gras
hydroxylés surtout des dérivés de I'acide décanoique , des acides gras organiques :
L’acide citrique, glycolique et glycérique, des stérols, de la choline, du mucilage
(Hans et Kothe, 2007) et de la résine (Beloued, 1998). Le criblage phytochimique
de l'extrait éthanolique des parties aériennes du romarin a indiqué la présence
des flavonoides, des tannins et des saponines, et 'absence des alcaloides détecté
dans l'extrait aqueux. Les flavonoides détectés par la chromatographie sur
couchemince (CCM) sont la quercétine et le kaemphérol (Belhattab .A. et Tektaki
.A.2014.2015 in Géead, 2014).
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I) Le matériel animal :
L’espece animales sur laquelle les tests ont été réalisé est culex pipiens.
I-1_ Echantillonnage et élevage des larves de Culex pipiens pipiens Linné, 1758 :

Le plan d’échantillonnage adopté consiste a réaliser des péches larvaires en
prospectant dans des collectes d’eau naturelle ou artificielle, des marres et aussi
dans des gites artificiels volontairement. La collecte des larves est réalisée a
l'aide de louches d’'une contenance de 500ml en diversifiant le plus possible les
points de prélevement, le contenu de la louche est versé a chaque fois dans des

récipients, qui seront par la suite transporté soigneusement au laboratoire.

Au laboratoire, les larves de moustiques récoltés des sites d’échantillonnages sont
triées par stade larvaire puis transférées dans des récipients (bacs) contenant une
eau déchlorurée et nourries avec un mélange a 75% de poudre de biscuit et 25 % de
levure seche car la levure permet un apport de protéines, de glucides et de vitamine
B (Andrean et al., 1981), 'eau du récipient doit avoir une température moyenne
d’environ 25°C (OMS, 1963) et elle est renouvelée tous les deux a trois jours. Lorsque
les larves atteignent le stade nymphal, elles sont placées dans d’autres récipients et

disposées dans une cage ou elles se transformeront en adulte.

Figurel7 : méthodes d’élevage des larves.

Lorsque les larves atteignent le stade nymphale, ces derniéres sont placées dans
des cages cubiques (40x40x40 cm) recouvertes d'un tulle avec une ouverture fermée
par une épingle pour faciliter le retrait des bacs. Sur les cages un repas sucré est
placé pour les males (raisin sec) et un repas sanguin pour les femelles (environ 5 ml)

de sang mélangé a de 'héparine (pour éviter la coagulation du contenus
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sanguins). Le sang hépariné est déposée dans une petite boite de pétri en verre

recouverte d'un film plastique alimentaire que I'on étire.

Cette boite de pétri est alors placée sur la face supérieur de la cage, de maniere a
ce que le film alimentaire soit au contact du tulle. Ce procédé décrit par Enserink
(2006) permet aux femelles de piquer le film afin de s’y alimenter. Par ailleurs,
des pondoirs sont placés a l'intérieur des cages pour l'incubation des ceufs en

prenant soin de changer régulierement 1’eau tous les trois jours.

Figure 18 : Présentation d'une cage d’élevage surmontée d'une boite de pétri

contenant du sang pour le repas des femelles.

II) Le matériel végétale :
Le matériel végétal est constitué de romarin (Rosmarinus officinalis L).
II-1_Récolte de la matiere végétale :

La récolte est généralement effectuée au printemps, ensuite les plantes sont
triée au laboratoire, Les feuilles des plantes sont prélevées de leurs tiges a l'aide

d’un ciseaux, puis sont lavées a I'’eau et séchées a 'air libre pendant 24h ou plus.
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I1-2_ Séchage et Broyage du matériel végétal :

Les feuilles de la plante ainsi séché est placée dans une étuve pendant 4 jours
(96h) a 40°C (Aouinty et al, 2006) afin de les dessécher complétement. Elles sont

ensuite broyées a 'aide d'un mixeur électrique pour en obtenir une poudre fine.

Figure 19 : Photographie représentant un mixeur électrique.

ITI) _ Préparation des extraits de la plante (Rosmarinus officinalis Linnée, 1753)

La plante Rosmarinus officinalis a été extraite de quatre maniere différente afin
d’obtenir un extrait dhuile essentielle, un extrait aqueux, un extrait

hydroéthanolique et un extrait méthanolique).
IIT-1_I)extraction des huiles essentielles
III-1-1_Le principe :

La méthode de I'hydrodistilltion a été utilisée pour l'extraction des huiles

essentielle des feuilles de Rosmarinus officinalis.

Ce procédé consiste a placer la matiere végétale dans un extracteur, ce dernier est
relié a un ballon qui contient de I'eau et déposé sur un chauffe ballon, la vapeur
envoyée dans l'extracteur, traverse la matiere végétale et se charge dhuile
essentielle, elle passe ensuite dans le réfrigérant ou elle se condense. Le distillat est

recueilli dans une ampoule a décantation pour séparer les deux phases.
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ITI-1-2_La méthodologie :

L’eau d'un grand ballon de 5L rempli au 2/3 de son volume est portée a
ébullition grace a un chauffe-ballon, 'eau distillé se forme dans 'ampoule reliée
au ballon, a partir de cette ampoule un courant important de vapeur d’eau est
envoyé par l'intermédiaire d’'un tube en verre vers un autre ballon contenant
200g de matiere végétal sec ,Ce courant de vapeur d’eau se charge d’huile
essentielle et se dirige vers un réfrigérant ou il se condense, le condensat est

recueilli dans une ampoule a décanter.

Vapeur d'eau chargee Eau chaude
d’huile essentielle

Huile essentielle
Plantes aromatques

Vapeur d'eau

Eau froide

Eau
Eau florale
Eau florale +
huile essentielle

Chaleur ————e

( Essencier
AVAVAVAVAVAL

Figure 20 : Photographie représentant la méthodologie d’extraction d’'une huile

essentielle.

III-1-3_ Séparation des huiles essentielles :

La vapeur condensée obtenue conduit & une phase organique (huile essentielle)
surnageant qui est séparée de I’hydrolat par décantation et a laquelle on ajoute

du sulfate de magnésium(MgSO4) pour éliminer les traces d’eau.
ITII-2_I/extrait aqueux :
ITI-2-1_Le principe d’extraction:

Le principe de cette extraction consiste a dissoudre la poudre végétale obtenue a

partir de la plante entiére (tiges, feuilles et racines) dans de I'eau distillée.
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I11-2-2_ Méthodologie :

La matiére végétale (feuilles, tiges et bois) des plantes locales , traditionnellement
utilisées contre des insectes, est préalablement lavée a 1’ eau distillée puis séchée
dans une étuve portée a 40 °C pendant 48 h a 92 h. Elle est ensuite broyée a I’ aide d’
un mixeur jusqu’ a sa réduction en poudre. Une quantité de 100 g de poudre de
chaque plante est diluée dans un litre d’ eau distillée préalablement portée a
ébullition, puis laissée refroidir sous agitation magnétique pendant 30 minutes. Le
mélange obtenu est filtré a I’ aide du papier Whatman (3 MM). Le filtrat récupéré

représente une solution stock initiale a 100 g par 1 soit 10 %.

Une évaporation sous vide au moyen dun rotavapeur de type Stuart a 40°C est

généralement nécessaire.

Figure 21 : Photographie représentant un appareil Rotavapor.
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ITI-3_L’extrait hydroéthanolique:

ITI-3-1_Méthodologie :

La méthode d’extraction que nous avons adopté est la macération successive par
un solvant hydroalcoolique; il s’agit du 80% éthanol et 20% deau distillée

pendant 48heures.

50 g de la poudre végétale est mise dans un erlenmeyer avec 400 ml de solvant.
Le mélange est soumis a une agitation manuelle douce a 1'aide d'une baguette en
verre. Ensuite, nous fermons l'erlenmeyer et le laissons a température ambiante
pendant 48 heures. La macération est répétée six fois par le méme solvant et le

méme procédé.

A la fin de la macération on procede a une filtration des extraits
hydroéthanolique pour les séparés de la matiere végétale résiduelle en utilisant
un entonnoir munit du coton hydrophile. Les filtrats ont été récupérés dans des

flacons propres en verre.

Les filtrats sont additionnés et concentrés a sec par un évaporateur rotatif de
type« Laborota.400.efficent ». Dans cet appareil on réalise une évaporation sous
vide en utilisant une pompe a vide réglée a pression de 440 mmHg. Pendant
I'évaporation le passage des filtrés a été fait par des petits volumes de 20 ml dans
un ballon de 250 ml plongé dans un bain marie chauffé a une température de
58C° et mis en vitesse de rotation de 100 rtm. L’appareil est muni d'un
réfrigérant avec un ballon de récupération de condensat. Apres I'’évaporation,
lextrait obtenu est placée a l'étuve a 45C pendant 15 jours pour éliminer le
solvant et sécher l'extrait. Finalement la quantité d'extrait obtenue est pesée

dans une balance de précision pour le calcul du rendement.

Figure22 : Séchage de l'extrait a I'étuve (photo originale)
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Le procédé dextraction (figure22) est répété deux fois dans les
mémes conditions afin d’augmenter la quantité de 'extrait nécessaire

tout au long de 'expérimentation.

Figure 23 : Photographie représente 'extrait hydro-éthanolique final
(Mansouri Fatima Zohra et Messabhia Hadjer;2017).

ITI-4_IL’extrait méthanolique :
I1I-4-1_Méthodologie :

L'extrait méthanolique des deux plantes a été préparé a partir de 20 g de poudre
des feuilles qui a été mise a macérer dans 200 ml de méthanol puis agiter sur un
agitateur magnétique pendant 24 h. Ensuite la solution a été filtrée sur un papier
filtre deux fois successive et le solvant a été récupéré du filtrat par évaporation dans
un rota-vapeur, a une température de 45°C et Mélanger les résidus avec tween une
fois les E.M obtenues, ils sont conservées dans un flacon en verre qui est couvrir par
un papier d’aluminium dans un réfrigérateur pour éviter toute dégradation des

extraites méthanoliques due a 'action de I'air et de la lumiere.
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Sohasi

| Agitation des EM pendant 24 h

20 g delapoudre I I 200 ml de méthnol |

| Uextrait méthanoique | I Récupération avec tween | | Evaporation au Rotavapeur 14 °C |

Figure24 : Protocole de préparation de 'extrait méthanolique ( Guermit Asma ,
Rhaim fatima zohra;2018).

IV) _ Les tests de toxicité :

Les tests toxicologiques ont été appliqué conformément aux tests de sensibilité
normalisés par 1'Organisation Mondiale de la Santé (0.M.S., 1963) adoptée pour

tester la sensibilité des larves.
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IV-1_ Détermination de l'effet larvicide des huiles essentielles du Rosmarinus
officinalis :

A partir des huiles essentielles extraites, des solutions meres dhuiles
essentielles de chaque échantillon ont été préparées dans de l'eau distillé, a
partir desquelles des dilutions ont été réalisées dans l'eau de robinet

déminéralisé pour obtenir des concentrations expérimentales préte a étre tester.

IV-1-1_Tests de toxicité
Ces tests ont consisté a évaluer la mortalité des larves de culex pipiens en

présence des solutions diluées d’huiles essentielles suivant une méthodologie
inspirée du protocole de 1'Organisation Mondiale de la Santé (World Health
Organization, 1985). En effet, 25 larves de stade 3 ont été prélevées a 'aide d’'une
pipette pasteur et mises dans des gobelets de 5 cm de diameétre contenant chacun
99 ml d’eau de robinet déminéralisé. Des expériences préliminaires ont permis de
sélectionner une gamme de concentrations pour les tests proprement dits ; a
partir d'une solution mere d’huile essentielles des concentrations de 0,05g /ml,
0,025g/ml et 0,012g/ml on été préparer. Par introduction d’'un millilitre de chaque
solution ainsi diluée dans les gobelets de 5 cm précédemment préparés, 2
répétitions ont été réalisées pour chaque dilution. Deux gobelets témoins ont été
également constitués dans les conditions identiques aux gobelets tests. Le témoin
négatif ne contenait que de d’eau (100ml) sans aucune trace d’huile essentielle

(Jazet Dongmoet al, 2009) .

Tableau 01: la représentation des concentrations des huiles essentielles de
Romarin.

CHE (g/ml) CHE/2 (g/ml)| CHE/4 (g/ml)

Concentration(g/ml) 0,05 0,025 0,012

CHE : Concentration en Huile essentielles.

Le comptage de mortalité a été réalisé apres 24 h, 48h et 72h d’exposition aux

extraits volatils solubilisés dans 'eau
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IV-2_ Détermination de l’effet larvicide des extraits aqueux du Rosmarinus

officinalis.

A partir de l'extrait initial (solution stock 10 %) de la plante et 1'eau du gite

larvaire, des concentrations de 9 %, 8 %, 7 %, 6 % et 5 % ont été préparées.

10 larves du stade 3 et 4 ont été prélevées a 1'aide d'une pipette pasteur et mises
dans des gobelets de 5 cm du diamétre, contenant chacun 99 ml d'eau du gite (par
introduction d'un millilitre de chaque solution ainsi diluée dans les gobelets
précédemment préparés). Le méme nombre de larves a été placé dans un gobelet
témoin contenant 100 ml d'eau du gite. Trois répétitions ont été réalisées pour

chaque dilution ainsi que pour le témoin.

IV-3_ Détermination de l'effet larvicide des extraits hydroéthanoliques du

Rosmarinus officinalis -

Conformément aux directives de 1'Organisation mondiale de la Santé OMS
(WHO, 2005) des concentrations tests préliminaires ont été effectuées avant
d’entamer le test de toxicité. Pour cela deux concentrations 151 mg/mL et 604
mg/mL de lextrait hydroéthanolique de Rosmarinus officinalis ont été choisis
dans les essais toxicologiques a I'égard du quatrieme stade larvaire de Culex
pipiens. Les concentrations préparées dans 1ml de solvant (méthanol/DMSO), ont
été placées dans un gobelet en plastique contenant 150 mL d'eau déchlorurée et

auquel sont rajoutés 20 larves nouvellement exuvies.

Les expériences ont été menées avec 7 répétitions pour la premiere concentration
(151mg/mL) et 9 répétitions pour la deuxiéme concentration (60mg/mL). En
parallele on prépare dans les mémes conditions aux gobelets tests, deux lots de

gobelets qui seront utilisés comme des témoins :
Témoin positif : comporte les larves L4 + le solvant.
Témoin négatif : comporte les larves L4 seule.

Pour chaque série de concentration test et témoins positifs et négatifs, nous avons

dénombré les larves mortes et vivantes apres 1, 3, 6, 24, 48 et 72 heures
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d'exposition. Pour chaque comptage on place les larves mortes dans un autre

récipient.

Figure 25: Photographie représentant les tests toxicologiques.

Apres 24h de contact, les larves vivantes sont rincées avec ’eau déchlorurée, puis
déplacées dans des nouveaux gobelets contenant 150 ml de ’eau déchlorurée avec

I'ajout d'une petite quantité de nourriture.

IV-4_Détermination de l'effet larvicide des extraits méthanoliques du

Rosmarinus officinalis -

Pour la plantes préparer 11 boite de pétrie de 90 mm du diametre chaque boite
contient 10 larve du stade 4 ont été prélevées a 1'aide d'une pipette plastique,
chaque boite de pétrie contenant 40 ml de 'eau de gite puis en prélevé le méme
volume e I'eau de gite et remplacé par un volume de différent concentration létal

de 'extrait méthanolique plus la nourriture(les algues).

Le méme nombre des larves a été placé dans une boite de pétrie témoin contenant
la solution de TWEEN pure et une boite de pétrie témoin contenant I'eau de gite.
Trois répétitions ont été réalisées pour chaque concentration ainsi que pour le
témoin (Tableau 2). Les taux de mortalité ont été évalués aprés 24 h, 48 h et 72 h.

Les concentrations ont été calculées pour chaque temps.
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Tableau 2: les concentrations des extraits méthanoliques

Plantes médicinales

Rosmarinus officinalis

Les concentrations (ml/L)

0.50

0.35

0.13

Figure 26 : test de toxicité des extraits méthanolique sur les larves de Culex

pipiens.
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CHAPITRE
11

RESULTAT



I Huile essentielle :

I-1_Détermination de l'effet larvicide d’huile essentielle de Rosmarinus

officinalis

Tableau 03 - Moyenne de Mortalité (%) des larves de Culex pipiens de 2 répétitions en

fonction de la concentration d’huile essentielle (g/ml) de R.

Officinalis végétales apres 72 heures d'exposition.

24h 48h 72h
FEspece
végétael Concentration
0,05 84,78 100 100
Rosmarius
2 71,73 76,08 84,08
officinalis 0,0025
0,0125 23,90 34,78 41

II_ Extrait aqueux :

II-1_ Détermination de l'effet larvicide de 'extraits aqueux de Rosmarinus

officinalis.

Tableau 04 : Mortalité (%) des larves de Culex pipiens en fonction de la

concentration des extraits aqueux (%) de romarin aprés 24 heures d'exposition

Espece végétale Doses testées % Conditions  de| %Mortalité aprés 24h
T° et H.R
Dose | Concentration [T °c H.R % [ %Mortalité %Mortalité
% % Témoin
Rosmarinus 10 5 23,6 40 0 0
officinalis L. 6 0
7 0
8 5,55
9 5,55
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Tableau 05 : Mortalité (%) des larves de Culex pipiens en fonction de la

concentration des extraits aqueux (%) du romarin aprés 24 heures d'exposition.

Espéce végétale

Doses testées %

Conditions de T° et

H.R

%Mortalité apres 24h

Dose | Concentration [T °c H.R % %Mortalité %Mortalité
% % Témoin
Rosmarinus 10 5 29,2 30 0 8,33
officinalis L. 6 8,33
7 16,66
8 12
9 28,57

Tableau 06 : Moyenne de Mortalité (%) des larves de Culex pipiens de 2
répétitions en fonction de la concentration des extraits aqueux (%) de romarin
apres 24 heures d'exposition.

La concentration de 5% 6% 7% 8% 9% Témoin
Pespéce végétale

Rosmarinus officinalis L.

Moyenne de Mortalité (%) 4,16 4,16 8,33 8,77 17,06 0

III_Extrait hydroéthanolique :

III -1_Détermination de l'effet larvicide de I'extrait hydroéthanolique de

Rosmarinus officinalis:

Tableau 07 : Effet des deux concentrations-test de I'extrait hydroéthanolique £.

officinalis sur le pourcentage de mortalité des larves L4 de Culex pipiens dans chaque

période d’exposition (24,48 et 72h).

Moyenne de pourcentage de mortalité a chaque temps de contact (%)
Concentration 24 48h ren
151mg/mi 1,43 7,14 9,29
604 mg/mL 9,44 25 27,22
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IV_Extrait méthanolique :

IV-1_ Détermination de l'effet larvicide de I'extrait méthanolique de
Rosmarinus officinalis:
Tableau 08 : Mortalité (%) des larves de Culex pipiens en fonction de la
concentration des extraits méthanoliques de romarin apres 72 heures

d'exposition.

Espece végétale Concentration 24h 48h 72h
Rosmarinus 0,13 40 30 100
officinalis L.
0,35 50 100 100
0,5 60 100 100

\

V_Comparaison des taux des mortalités des larves de Culex pipiens exposés a
Pextraits d’huile essentielle, a I'extrait aqueux, a I'extrait hydroéthanolique et a
Pextrait méthanolique du romarin :
Tableau 09 : Comparaison des taux de mortalité (%) des larves de Culex pipiens en
fonction de la concentration des extraits de huile essentielle, de 'extrait aqueux, de
Pextrait méthanolique et de 'extrait hydroéthanolique du romarin aprés 24 ? 48 et 72

heures d'exposition.

Les extraits concentration | Taux de mortalité (%)
24h 48h 72h
Huile essentielle (0,05 g/ml 84,78 100 100
0,025 g/ml 71,73 76,08 84,8
0,0125 g/ml 23,9 34,78 41




Extrait aqueux 5 g/ml 4,16 /
6 4,16 /
7 8,33 /
8 8,77 /
9 17,6 /
Extrait 151 mg/ml 1,43 7,14 9,29
hydroéthanolique
604 mg/ml 9,44 25 27,22
Extrait 0,13 40 80 100
méthanolique
0,35 50 100 100
0,5 60 100 100
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Chapitre IV

Discussion



Dans cette étude comparative, nous avons choisis de comparer quatre
méthodes d’extractions qui ont aboutie a I'’elaboration d'un extrait aqueux, d'une
huile essentielle, d'un extrait méthanolique et d’'un extrait hydro éthanolique
d'une méme espece de plante « Rosmarinus officinalis » et ceci dans le but
d’évaluer l'effet toxicologiques des 04 extraits obtenus, sur les larves de I'espece

Culex pipiens L et de comparer leurs efficacité en terme de mortalité larvaire.

Apres avoir examiné les résultats obtenus a partir des mémoires sélectionnée et
présentés dans les tableaux ci-dessus, nous avons constaté qu’il existe une
sensibilité des larves aux 4 extraits utilisé et que cette sensibilité devient plus
accrue en prolongeant la durée d’exposition a l'insecticide. En ce qui concerne
I'extrait aqueux utilisée en 5 concentrations différentes de maniére croissante, il
ne présente pas d'effet toxique élevé sur les larves de culex pipiens car la
mortalité la plus élevée (17.6%) a été enregistré a la concentration la plus élevée

qui est de 9 mg/l.

Concernant ’huile essentielle ; pour la concentration de 0.012 g/ml, la mortalité
apres 24 heures est relativement faible et la tendance est similaire méme apres
48 et 72 heures d’exposition, car elle n’atteint pas les 50% méme apres 03 jours
d’exposition. En ce qui concerne la 2éme concentration "0.025g/ml ", nous
constatons une augmentation significative de la mortalité qui a dépassé 50%.
Quant a la derniere concentration de 0,05g/ml, la mortalité atteint les 85% en
24h d’exposition et arrive a 100% de mortalité a 48h. Les résultats obtenus pour
I'huile essentielle de R.officinalis indiquent une corrélation significative entre les

concentrations en huiles essentielles et les pourcentages de mortalité des larves

En ce qui concerne l'extrait hydroéthanolique ; la concentration de 151 mg/ml,
présente des résultats de mortalité apres 24, 48 et 72 h trés faibles, pour la deuxiéme
concentration de 604 mg/ml ; malgré que la concentration est trés élevée par rapport
a la premiere, l'effet toxicologique n’atteint pas les 10 % dés les premieres 24 heures.

Par ailleurs apres 48 de contact 'extrait a provoqué la mort
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du quart de la population pour atteindre un maximum de mortalité de 27,22 %

apres 72 heures d’exposition.

En ce qui concerne l'extrait méthanolique les résultats révelent qu'a la
concentration de 0.13 mg/l de l'extrait de Rosmarinus officinalis, on remarque un
effet toxicologique significatif, car la mortalité larvaire est de 40% au bout de
24h. Ce taux, augmenté tres légerement pour atteindre son maximum de 80% a
48h et 100% a 72 heure. La concentration de 0.35 mg/l quant a elle a engendré
une mortalité de 50% a 24 heures et a doublé en 48h pour atteindre une mortalité

de 100%. Et finalement,on remarque la méme chose pour la concentration de 0.5

mg/l car la mortalité atteint les 100 % apres 48h d’exposition.

La technique d’extraction est une étape tres importante dans l'isolement et la
récupération des composés phytochimiques existants dans le matériel végétal
(Quy Diem Do et al, 2014). Elle est influencée par la nature chimique des espéces
végétales, la méthode utilisée pour l'extraction, la taille de ’échantillon étudié,

ainsi que la présence de substances interférentes (Stalikas, 2005).

Apartir de ces comparaisons on peut conclure que tous les extraits choisis
(I’extrait aqueux, lextrait méthanolique, l'extrait hydroéthanolique, l'huile
essentielle) du Rosmarinus officinalis ont un effet toxique, allant parfois jusqu’a
une excellente activité larvicide sur les larves de Culex pipiens. Ces extraits n’ont
pas la méme efficacité en terme de mortalité, car l'extrait aqueux et l'extrait
hydroéthanolique apparaissent d’apres les résultats beaucoup moins efficaces que

I'extrait méthanolique et I'huile essentielle.

Quant aux méthodes d'extraction, nous constatons que la méthode d'extraction
donnant un extrait méthanolique est la meilleure méthode comparé aux autres
méthodes et ceci en comparant les taux de mortalité, car le solvant utilisé dans
Iextraction de la plante et le temps d’exposition joue un role tres important dans
la toxicité des biopesticides, ceci a été prouvé par les taux variés enregistrés de

mortalité.
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Conclusion

Générale



Les Culicidaes, sont sans doute, les insectes les plus connus et les plus redoutés
tant pour le désagrément et nuisance que constitue leur présence, que par les
maladies parasitaires qu’ils peuvent inoculer pendant leur repas sanguin, telle que
la filariose, la fievre jaune, la fievre du virus du Nile Occidental. La résistance de ces
insectes aux pesticides chimiques utilisés et la bioaccumulation des composés
toxiques dans l'environnement, a incité les chercheurs a trouver de nouvelles
méthodes alternatives biologiques, sélectives et, surtout, biodégradables, afin de
préserver le milieu naturel. Plusieurs méthodes de controle sont élaborées

notamment celle relative a 'utilisation des extraits de plantes comme insecticides.

Cette étude est une contribution qui consiste en une comparaison de quatre
méthodes d’extractions qui ont aboutie a I'’elaboration d’'un extrait aqueux, d'une
huile essentielle, d'un extrait méthanolique et d’'un extrait hydro éthanolique
d’'une méme espece de plante « Rosmarinus officinalis » et ceci dans le but
d’évaluer l'effet toxicologiques des 04 extraits obtenus, sur les larves de 'espece

Culex pipiens L et de comparer leurs efficacité en terme de mortalité larvaire.

La méthode d'extraction donnant un extrait méthanolique de romarin est la
meilleure méthode comparé aux autres méthodes et ceci en comparant les taux de
mortalité Cette action devient plus accrue en prolongeant la durée d’exposition a
I'insecticide, suivi par 'extrait de I'huile essentielle qui est aussi tres efficace sur
les larves de culex pipiens en terme de mortalité. Les extraits aqueux et
hydroéthanoliques sont les moins efficaces en terme de taux de mortalité des

larves de culex pipiens.

A l'avenir il serait intéressant de compléter cette recherche, mais par I'utilisation
d’autres solvants qui permettent d’estimer l'effet larvicide de cette plante et faire

ainsi sa valorisation.
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Abstract

Culicidaes are vectors of zoonoses of considerable medical and veterinary
significance. A change in the geographic distribution of these vectors, mainly
caused by anthropogenic factors, is currently accompanied by (re) emergence of
infectious diseases such as malaria, yellow fever, dengue fever, filariasis.
Unfortunately, the mosquito has developed resistance vis-a-vis the most
commonly used insecticides in different programs. These means of vector control
harmful to humans, animals and the environment due to their accumulation in
the environment. Biological control offers new solutions to combat these harmful

insects, while preserving the environment and associated non-target fauna.

The objective of our work is the comparative study of the extraction methods
which give at the end (aqueous extract, methanolic extract, hydroalcoholic
extract, essential oil ...) of Rosmarinus officinalis (which is a spice and medicinal
plant largely used and available for use as a natural biopestiside against
Culcidae) using the results of four papers, each of which studies the toxicity of a

different extract on Culex pipiens larvae.

The results show variable sensitivity of the larvae; this sensitivity is even higher
with the increase in the concentration of the extract. In addition, we noted that
the methanolic extracts and the essential oils of Rosmarinus officinalis are more

effective than the aqueous and hydroalcoholic extracts.

Key words: Culex pipiens, extraction methods, aqueous extracts, methanolic

extracts, hydrooalcolic extracts, essential oils, Rosmarinus officinalis
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